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1. Bibliographische Beschreibung 
Gunter Flemming 
Titel: Funktionelle Charakterisierung heterozygoter GLI2 missense Mutationen in 
Patienten mit multiplem hypophysärem Hormonmangel 
 
Universität Leipzig, Dissertation 
57 Seiten, 103 Literaturverweise, 1 Originalpublikation (9 Seiten, 35 Literaturverweise, 
Artikel, 3 Abbildungen, 1 Tabelle) mit Supplemental material (8 Seiten, 2 Abbildungen) 
 
Referat:  
Der GLI2-Transkriptionsfaktor ist eines der Haupt Effektor-Proteine des Sonic Hedgehog 
(SHH)-Signalweges und hat vermutlich eine Schlüsselfunktion in der Entwicklung der 
Hypophyse. Genomische GLI2-Veränderungen welche zu abgeschnittenen Proteinen 
führten, wurden beschrieben als Ursache für Holoprosenzephalie (HPE) oder HPE-
ähnliche Veränderungen, teilweise in Verbindung mit einer Hypophysenunterfunktion.  
Ziel dieser Arbeit war die Ermittlung der Frequenz von GLI2-Mutationen in Patienten mit 
multiplem hypophysärem Hormonausfall (multiple pituitary hormone deficiency, MPHD) 
und eine funktionelle Untersuchung der gefunden Mutationen mittels 
Transkriptionsaktivitäts-Untersuchungen durch funktionelle Luciferase assays.  
Hierfür wählten wir Teilnehmer der GeNeSIS (Genetics and Neuroendocrinology of Short 
Stature International Study)-Studie. Patienten bei denen bereits Mutationen eines der  
etablierten Gene für MPHD nachgewiesen wurde, wurden ausgeschlossen. Insgesamt 
haben wir 168 Patienten mit MPHD untersucht. Bei allen Patienten waren mindestens ein 
GH- und ein TSH-Mangel dokumentiert, Auffälligkeiten in der zentralen Bildgebung 
mittels cMRT wurden bei 96 Patienten angegeben.  
In fünf Studienteilnehmern wurden vier verschiedene heterozygote missense Varianten 
nachgewiesen, hiervon wurden zwei bislang noch nicht in der Literatur beschrieben. Eine 
Variante, pR516P, führte in den in-vitro Experimenten zu einem kompletten Verlust der 
Proteinaktivität. Zusätzlich zu einem Wachstumshormonmangel hatte der Träger dieser 
Mutation einen Mangel an TSH und der Gonadotropine, sowie einen nichtdeszendierten 
Hypophysenhinterlappen und eine Polydaktylie, aber keine ersichtlichen 
Mittelliniendefekte.  
Anhand der funktionellen Untersuchung konnten wir erstmalig nachweisen, dass ein 
heterozygoter Aminosäuren-Austausch im GLI2-Protein zu einer möglichen 
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Funktionseinschränkung der Transkriptionsaktivität führen kann und somit die Ursache für 
MPHD mit milden extrahypophysären Auffälligkeiten sein könnte. Der Phänotyp von 
GLI2-Mutationen ist variabel und die Penetranz ist unvollständig. GLI2-Mutationen sind 
assoziiert mit einer Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens und treten gehäuft mit 
einem ektopen Hypophysenhinterlappen auf.  
  2. Abkürzungen (alphabetisch sortiert) 
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2. Abkürzungen (alphabetisch sortiert) 
ACTH Adrenocorticotropes Hormon 
ADH Anitdiuretisches Hormon 
AXIN Axis inhibition protein 
BMP Bone Morphogenetic Protein 
BOC Brother of CDO 
C-terminal carboxyterminal 
CAM Calmodulin 
CDO CAM-related 1 downregulated by oncogenes 
CGA glycoprotein hormones, alpha subunit 
Ci Cubitus interruptus 
DHH Desert hedgehog 
DISP Dispatched 
EGF Epithelial growth factor 
FGF Fibroblast growth factor 
fl full length 
FSH Follikelstimulierendes Hormon 
GAS1 Growth arrest-specific 1 
GeNeSIS Genetics and Neuroendocrinology in Short stature International Study 
(h)GH (human) Growth hormone 
GHRH(R) Growth hormone releasing hormone (receptor) 
GnRH(R) Gonadotropin releasing hormone (receptor) 
GLI Glioma-associated oncogene homologue-Proteine 
HES1 Hairyand enhancer of split1 
HESX1 Homeobox expressed in ES cells 1 
HEY1 hairy/enhancer-of-split related with YRPW motif 1 
HH Hedgehog 
HIP Hedgehog-interacting protein 
HPE Holoprosenzephalie 
HVL Hypophysenvorderlappen 
HLL Hypophysenhinterlappen 
IGF Insulin like growth factor 
IGFBP Insulin like growth factor binding protein 
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IGHD Isolated growth hormone deficiency –isolierter  
 Wachstumshormonmangel 
IHH Indian hedgehog 
ISL1 Islet 1 
KIF7 Kinesin familiy 7 
LH Luteinisierendes Hormon 
LHX LIM homeobox transcription factor 
LIM-Domäne  Lin-11, islet-1, mec-3 –cysteinreiche Zinkfinger-Bindungsdomäne 
MPHD Multiple pituitary hormone deficiency –multipler hypophysärer  
 Hormonmangel 
(c)MRT (craniale) Magnetresonanztomographie 
MSH Melanozytenstimulierendes Hormon 
N-terminal Aminoterminal 
PAX Paired box gene 
PKA Phosphatkinase A 
PTCH Patched 
PIT1 Pituitary-specific positive transcription factor 1 (heute  
 gebräuchlicher: POU1F1) 
PITX Paired-like homeodomain transcription factor 
POU1F1 POU-family: PIT1, OCT1 and Unc-86 
Prl Prolaktin 
PROP1 Prophet of PIT1 
PTCH1 Patched 1 
SDS Standard deviation score –Standardabweichung 
SHH Sonic hedgehog 
SMO Smoothend 
SIX Six homeodomain transcription factor 
SUFU Supressor of Protein Fused 
TSH Thyreoidea stimulierendes Hormon 
WNT Wingnut 
WT Wildtyp 
ZNS Zentrales Nervensystem 
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3. Hintergrund 
3.1 Minderwuchs 
Minderwuchs zählt zu den häufigsten Gründen für den Besuch der pädiatrisch 
endokrinologischen Sprechstunde. Minderwuchs ist häufig das erste Symptom einer 
hypophysären Erkrankung, bedingt durch eine Störung der Signaltransduktion des 
Wachstumshormons (GH). Dies kann isoliert nur das Wachstumshormon (isolated growth 
hormone deficiency, IGHD) oder mehrere Achsen der hypophysären Hormonregulation 
betreffen (multiple pituitary hormone deficiency, MPHD) und mit oder ohne 
morphologischen Veränderungen der Hypophyse einhergehen. Die Gründe für eine 
mangelnde körperliche Entwicklung sind vielfältig [1], ursächlich beteiligt sein können: 
chromosomale Anomalien, genetische Faktoren, pränatale Störungen, Organ- und 
Stoffwechselerkrankungen, Hormonstörungen, Minderwuchs bei verschiedenen 
Syndromen, aber auch psychosozial bedingter Minderwuchs.  
Wird der Minderwuchs rechtzeitig diagnostiziert, kann frühzeitig mit der ätiologischen 
Abklärung und bestmöglichen Therapie, gegebenenfalls mit einer GH-Substitution, 
begonnen werden.  
Indikationen zur Untersuchung auf einen GH-Mangel stellen die folgenden Auffälligkeiten 
dar [2]: 
• Länge ≤ -2.5 SDS unter dem Altersdurchschnitt 
• Wachstumsgeschwindigkeit ≤25. Perzentile, auch wenn aktuell kein Minderwuchs 
vorliegt  
• Längen-SDS zwischen -2.0 und -2.5 unter dem Altersmittel in Verbindung mit 
Auffälligkeiten der Längenentwicklung ohne adäquate Erklärung 
• Verdacht auf eine hypothalamisch-hypophysäre Dysfunktion (z.B. Hypoglykämien, 
Mikropenis, Kryptorchismus, Hypoplasie des Nervus opticus, intrakranielle Tumoren oder 
bei Zustand nach einer kranialen Radiatio) in Verbindung mit einem abnehmenden 
Längenwachstum [3] 
• Nachweis von einem Mangel an hypothalamischen und oder hypophysären 
Hormonen (unabhängig ob erworben oder angeboren) 
Wenn die Indikation zur Untersuchung des Kindes gegeben ist, sollten zunächst andere 
Ursachen für die Wachstumsstörung ausgeschlossen werden, hierzu zählen: 
Mangelernährung, chronische systemische Erkrankungen, Hypothyreose, Turner-Syndrom 
(bei Mädchen) und skelettale Fehlbildungen. Wenn es keine Hinweise auf solch eine 
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Erkrankung gibt, dann sollten zunächst die Bestimmungen von insulin like growth factor-1 
(IGF-1), sowie IGF-Bindungsprotein-3 (IGFBP-3) und eine Knochenalterbestimmung 
durchgeführt werden.  
Bei dem kongenitalen Wachstumshormonmangel zeigt sich typischerweise keine 
unverminderte Geburtslänge aber eine ausgeprägte Wachstumsstörung innerhalb der ersten 
Lebensjahre und ein retardiertes Knochenalter. Deutlich erniedrigt sind die Serum-Werte 
für GH, IGF-1 und IGFBP-3 [3]. Leicht erniedrigte Serumwerte für IGF-1 und IGFBP-3 
können durch einen GH-Mangel verursacht werden, aber auch bei anderen Ursachen für 
den Kleinwuchs auftreten (z.B. Mangelernährung). Erniedrigte IGF-1 und IGFBP-3 Werte 
sollten durch GH-Stimulationstests weiter abgeklärt werden. Bei Kindern werden zumeist 
der Arginin-, Clonidin- oder Glucagon-Stimulationstest durchgeführt, wohingegen der 
Insulin-induzierte Hypoglykämie-Stimulationstest bei Kindern aus Sicherheitsgründen 
nicht empfohlen wird [4]. Die Diagnose einer gestörten GH-Sekretion kann nur gestellt 
werden, wenn eine erniedrigte GH-Sekretion in zwei verschiedenen Stimulationstests 
nachgewiesen wurde. Bei Patienten mit einer bekannten Pathologie des zentralen 
Nervensystems (ZNS), mit Ausfall anderer hypophysärer Hormone oder einem 
entsprechenden genetischen Defekt ist nur ein GH-Stimulationstest ausreichend [2, 4].  
Wenn ein GH-Mangel gesichert wurde, dann sollte neben einer Bestimmung der anderen 
hypophysären Hormone auch eine Magnetresonanztomographie (MRT) mit Fokussierung 
auf die Hypothalamus-Hypophysen-Region erfolgen. Durch die MRT-Untersuchung 
können sowohl Tumore ausgeschlossen werden, als auch bestimmte Malformationen der 
Hypophyse beurteilt werden, z.B.: Hypoplasie des Hypophysenvorderlappens (HVL), 
Agenesie des Hypophysenstiels und/oder eine ektope Lage des Hypophysenhinterlappens 
(HHL). Somit können auch Hinweise für einen dauerhaften GH-Mangel gefunden werden, 
so zeigte eine Studie bei Jugendlichen nach Abschluss einer GH-Substitutionstherapie 
(wegen GH-Mangel im Kindesalter) häufiger eine Normalisierung des GH, wenn keine 
MR-morphologischen Auffälligkeiten der Hypothalamus-Hypophysen-Region 
nachweisbar waren [5].  
In Abhängigkeit dieser Befunde kann dann gegebenenfalls mit einer Substitutionstherapie 
begonnen werden: dabei werden generell nur die betroffenen Effektorhormone ersetzt (bei 
MPHD). Ausnahmen sind GH, welches sowohl bei IGHD und bei MPHD und die 
Gonadotropine bei Fertilitätswunsch (bei MPHD), welche als hypophysäre Hormone 
ersetzt werden.  
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Patienten unter einer Therapie mit hGH sollten zur Verlaufskontrolle regelmäßig in der 
endokrinologischen Ambulanz vorgestellt werden zum einen um den Therapie-Erfolg zu 
prüfen und zum anderen um mögliche Nebenwirkungen (u.a. gestörte Glukose-Toleranz, 
Pseudotumor cerebri oder Erhöhung des Augeninnendrucks [6]) rechtzeitig zu erkennen 
und zu therapieren. 
Bislang konnten genetische Veränderungen nur in einem Teil der Patienten mit IGHD und 
MPHD nachgewiesen werden [7]. Ein besonderes Augenmerk liegt hier auch auf den 
Genen, welche in die Embryogenese der Hypophyse involviert sind [8, 9]. Die 
Untersuchung und Charakterisierung solcher genetischer Veränderungen spielt nicht nur 
für den Erkenntnisgewinn der physiologischen und pathophysiologischen Embryogenese 
bei verschiedenen Mutationen eine wesentliche Rolle, sondern ermöglicht auch eine 
genetische Beratung der Familie. Es kann gezielt nach weiteren, eventuell bislang bei dem 
Patienten unentdeckten Fehlbildungen oder Störungen, die mit bestimmten Mutationen 
assoziiert sind, gesucht werden. Zudem kann der Nachweis von Mutationen und die 
Klärung der Vererbungsmodi Aufschluss über das individuelle Wiederholungsrisiko für 
die Eltern bringen.  
3.2 GeNeSIS-Programm 
GeNeSIS (Genetics and Neuroendocrinology in Short stature International Study) ist eine 
offene, multinationale Observations- und Unbedenklichkeitsstudie nach Präparatzulassung. 
Die Studie wird finanziert durch Eli Lilly and Co. (Indianapolis, IN, USA). Ziel der Studie 
ist die Erfassung von Informationen über das klinische Management und den 
Behandlungsverlauf von Patienten mit Wachstumsstörungen unter der Therapie mit 
Wachstumshormon. Pädiatrische Patienten, die bereits eine Substitutionstherapie erhalten 
oder bei denen aufgrund einer Wachstumsstörung oder wegen einer Störung des 
Hypothalamus-Hypophysen-Systems eine Therapie mit Humatrope® (GH, Somatropin; Eli 
Lilly) begonnen werden soll, können in die Studie aufgenommen werden. 
Studienteilnehmer sollten auch nach Präparatewechsel oder Beendigung der Therapie in 
der Studie bleiben [10], um somit bessere Daten über den Langzeitverlauf zu erhalten. Ein 
weiterer Teil des GeNeSIS-Programms dient der Untersuchung des genetischen 
Hintergrundes von IGHD und MPHD, dabei werden sowohl bereits etablierte Gene (GH, 
GHRHR, PROP1, POU1F1, HESX1, LHX3, LHX4), als auch neu identifizierte Gene 
untersucht, die eine potentielle Auswirkung auf die Hypophysenentwicklung haben 
und/oder bei der Klärung der Pathophysiologie von MPHD/IGHD helfen könnten.  
 
  3. Hintergrund 
 11 
3.3 Entwicklung, Aufbau und Funktion der Hypophyse 
Der Hypothalamus, der aus dem ventralen Dienzephalon hervorgeht, ist die neuronale 
Schlüsselstruktur für die Regulation der Homöostase in Vertebraten. Er verarbeitet 
Informationen, sowohl der Peripherie als auch anderer Regionen des Gehirns, um die 
„innere Balance“ des Körpers aufrecht zu erhalten. Die wichtigsten Effektoren des 
Hypothalamus sind die Hypophyse und das autonome Nervensystem. 
Die Hypophyse besteht aus drei Lappen und entspringt zwei unterschiedlichen 
embryologischen Anlagen: der Hypophysenvorderlappen (HVL) und der Mittellappen 
entstammen dem Ektoderm, wohingegen der Hypophysenhinterlappen (HHL) aus dem 
Neuroektoderm hervorgeht [11]. Im Plakodenstadium (Stadium 13) verdickt sich das 
ektodermale Dach der Mundbucht und legt sich vor der Rachenmembran dem Boden des 
Dienenzephalons eng an. Aus dieser plakodenartigen Verdickung entsteht im Stadium 17 
die Hypophysentasche. An diese legt sich von oben und von dorsal die Anlage der 
Neurohypophyse an, welche sich aus dem Boden des Dienzephalons ausstülpt. Die 
Aussackung des III. Ventrikels, die dadurch entsteht, bildet das Infundibulum. Die 
Trennung der Hypophyse vom Rachendach durch die knorpelige Schädelbasis erfolgt im 
Stadium 22. Dabei kommt die Hypophyse in der Aussparung der Sella turcica im Keilbein 
zu liegen. Die Verbindung zum Gehirn erfolgt durch den Hypophysenstiel. 
Der HVL und die Pars tuberalis, die den Hypophysenstiel umgibt, entstehen aus der 
Vorderwand der Hypophysentasche. Das meningeale Bindegewebe wird vom Epithel der 
Hypophysentasche durchsprosst. Diese Knospen und Epithelstränge sind von Kapillaren 
durchsetzt und differenzieren zu endokrinen Zellen, welche folgende Peptidhormone 
bilden können: 
• Wachstumshormon (Growth Hormone, GH), es beeinflusst eine Reihe von 
Stoffwechselprozessen und stimuliert das Wachstum 
• Thyreoideastimulierendes Hormon (TSH), es regelt die Sekretion der 
Schilddrüsenhormone 
• Prolaktin (Prl), es ermöglicht die Laktation 
• Luteinisierendes Hormon (LH) und Follikelstimulierendes Hormon (FSH), sie 
gehören zu den Gonadotropinen und sind bei beiden Geschlechtern für das Wachstum und 
die Funktion der Geschlechtsdrüsen verantwortlich. 
• Adrenokortikotropes Hormon (ACTH), es stimuliert in der Nebennierenrinde 
hauptsächlich die Sekretion von Kortisol 
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Die Ausschüttung dieser Hormone wird durch Nervenzellen des Hypothalamus (Vielzahl 
von Kerngebieten) gesteuert, diese produzieren releasing Faktoren. Nach dem dieses 
Neurosekret über die Axone der Nervenzellen zum Hypophysenstiel transportiert wurde, 
gelangt es über venöse Kapillaren zum HVL (Portalkreislauf der Hypophyse). Der 
Mittellappen der Hypophyse, Produktionsort für Melanozyten-stimulierendes Hormon 
(MSH), entsteht aus der Hinterwand der Hypophysentasche. Hypophysenstiel und HHL 
entstammen dem dienzephalen Anteil der Anlage. Oxytozin und Vasopressin werden von 
Nervenzellen des Hypothalamus (paraventrikuläre und supraoptische Kerngebiete) 
produziert und gelangen nach Transport in den Axonen zum HHL, dort werden sie in 
Kapillaren, die dem pialen Gefäßplexus entstammen, sezerniert [11, 12].  
3.4 Molekularbiologie der Hypophysenentwicklung 
Molekularbiologische Untersuchungen sind vorwiegend in Mausmodellen etabliert. 
Wichtige Signalmoleküle für die Entwicklung der Hypophyse sollen im Folgenden kurz 
dargestellt werden. 
3.4.1 Signalmoleküle, die die Stratifizierung der Rathke-Tasche und die Festlegung der 
hypophysären Zelllinien bestimmen 
Sonic Hedgehog (SHH): Es spielt eine entscheidende Rolle für Proliferation und die 
Entwicklung verschiedener Zelltypen bereits in der frühen Embryogenese. SHH wird im 
ventralen Dienzephalon und im oralen Ektoderm gebildet, allerdings nicht in der Rathke-
Tasche, obgleich das strangabwärts gelegene Ziel-Gen Patch1 (PTCH1) hier exprimiert 
wird. Dies zeigt, dass die Vorläuferzellen der Hypophyse empfänglich für SHH sind. 
Wichtige Ziel-Gene für SHH sind die Zinkfinger-Transkriptionsfaktoren GLI1, GLI2 und 
GLI3. 
Fibroblast growth factors (FGFs): Sie sind entscheidend für die Organogenese und 
Zelldifferenzierung. Auch für die Entwicklung der Hypophyse sind sie bedeutend. FGF3, -
8, -10 und -18 werden während der Embryogenese unter anderem im Dienzephalon und im 
HHL gebildet [13, 14]. Für FGF8 und -10 wurde gezeigt, dass sie entscheidend für die 
Entwicklung der Hypophyse sind. Sie führen zur Induktion von LHX3 und LHX4. FGF3 
wird zur Aktivierung von Genen wie PIT1 und LHX3 benötigt, welche die frühen Schritte 
der hypophysären Spezifizierung regulieren. 
Bone morphogenetic proteins (BMPs): BMP2 und -4 sind maßgeblich an der Bildung des 
HVL beteiligt. Sie sind unter anderem verantwortlich für die Invagination der Rathke-
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Tasche [14, 15]. BMP2 ist imstande die Expression von ISL1 und CGA einzuleiten. Beide 
sind ventrale Marker für die Hypophyse und supprimieren die Expression von ACTH.  
Notchs: der Notch-Signalweg ist ein evolutionär konservierter Mechanismus für die 
Regulierung von Proliferation, Apoptose und Morphogenese während der frühen 
hypophysären Entwicklung. In späteren Phasen der Entwicklung nimmt die Notch-
Aktivität deutlich ab, dies ist bedeutend für die Entdifferenzierung verschiedener 
Zelllinien. Direkte strangabwärts gelegene Zielgene sind HEY1 und HES1 [16, 17].  
Wingnuts (WNTs): WNTs kontrollieren die Proliferation verschiedener Zellen und die 
Aufrechterhaltung und Verteilung von Stammzellen [13]. WNTs sind wichtig für das 
Wachstum und die Größe der Hypophyse und für die Ausbildung PIT1-abhängiger Zellen. 
Die Expression von 10 der 19 WNT-Gene konnten in der sich entwickelnden Hypophyse 
nachgewiesen werden. Bislang wurde für WNT4 und WNT5a gezeigt, dass sie spezifisch 
für die Entwicklung der vorderen Hypophyse sind [18]. Ein direktes Zielgen ist AXIN2.  
Epithelial growth factor (EGF): die genaue Funktion von EGF für die Entwicklung der 
Hypophyse wurde noch nicht aufgeklärt, er scheint aber eine wichtige Rolle für die 
Ausbildung somatotroper und laktotroper Zellen zu haben [19]. 
3.4.2 Transkriptionsfaktoren, welche die frühen Phasen der Anlage kontrollieren  
Paired-like homeodomänen Transkriptionsfaktoren (PITX): Besonders PITX1 und -2 
haben sowohl überschneidende als auch unterschiedliche Expressionsmuster in der 
hypophysären Anlage [20]. Unter anderem können beide folgende hypophysäre Faktoren 
aktivieren: CGA, TSHβ, LHβ, FSHβ, GnRHR, Prl und GH [21]. Sowohl PITX1 als auch -
2 sind obligatorisch für die Induktion von LHX3 [22]. 
LIM-Homeodomän (LIM-HD) Transkriptionsfaktoren: Zwölf LIM-HD Proteine 
wurden in Säugern nachgewiesen, in der Rathke-Tasche unter anderen ISL1, LHX3 und 
LHX4. Die LIM-HD Proteine enthalten N-terminal vor der DNA-Bindungsstelle zwei 
Tandem-Wiederholungen, welche eine Protein-Protein-Interaktion mit Kofaktoren 
ermöglichen [23]. Die ISL1 Expression wird durch BMP2 induziert und durch FGF8/FGF2 
reprimiert. ISL1 ist essenziell für die Proliferation und Differenzierung hypophysärer 
Progenitorzellen [14]. LHX3 wird benötigt um die Hesx1-Expression aufrecht zu erhalten 
und die PIT1-Expression zu induzieren [24]. Des Weiteren agiert LHX3 downstream von 
PITX1 und PITX2 und verhindert die Apoptose. LHX4 wird im Gegensatz zu LHX3 nicht 
mehr im Erwachsenenalter nachgewiesen. 
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HESX1: Die Expression von HESX1 wird von LHX3 und PROP1 reguliert, wobei 
HESX1 die Expression aufrechterhält und PROP1 die Expression reprimiert [25, 26]. 
HESX1 ist ein Transkriptionsrepressor mit zwei Repressordomänen, die N-terminal und in 
der Homeodomäne gelegen sind [27]. 
Prophet of Pit1 (PROP1/POU1F1): ist ein Homeodomänen-Transkriptionsfaktor. PROP1 
fungiert sowohl als Aktivator als auch als Repressor der Transkription. PROP1 bindet an 
seine Bindungsstelle und aktiviert Zielgene über die C-terminal gelegene 
Transaktivierungs-Domäne, wohingegen der N-terminale Bereich repressorische 
Funktionen hat [28]. Der PROP1/β-Catenin-Komplex fungiert als Aktivator für PIT1 und 
als Repressor für HESX1, dies ist abhängig von den beteiligten Kofaktoren [26]. Die 
Expression von PROP1 ist auf die sich entwickelnde Hypophyse beschränkt. Mutationen 
im PROP1-Gen sind eine der häufigsten bekannten Ursachen für multiplen hypophysären 
Hormonausfall (MPHD) [29]. 
SIX homeodomänen Transkriptionsfaktoren: In Säugern wurden sechs Mitglieder der 
SIX Familie gefunden, die abhängig von der Sequenzkonservierung zwei Subfamilien 
zugeordnet werden. SIX1, -3, -4 und SIX6 konnten in der Anlage der Hypophyse 
nachgewiesen werden. SIX1 und -4 haben Überschneidungen in ihren Zielgenen, wobei 
SIX1 bedeutender zu sein scheint und wichtig für die Modulierung der Proliferation 
hypophysärer Zellen ist [30]. Die SIX6 Expression unterliegt einem dorsal-ventralen 
Gradienten in der frühen hypophysären Entwicklung [13]. SIX3 wird in den am weitesten 
anterior gelegenen Bereich der Neuralplatte exprimiert und beschränkt sich während der 
Reifung auf Retina-Vorläuferzellen und die Hypophyse. SIX3 wirkt BMP4 und WNT 
entgegen und ermöglicht somit die anteriore Identität der Hypophyse [31].  
Paired box gene 6 (PAX6): Es ist ein hoch konserviertes Mitglied einer Familie von 
Transkriptionsfaktoren. Es ist unter anderem für die Entwicklung von Augen, des 
olfaktorischen Systems, des Gehirns, des Rückenmarks und des Pankreas zuständig. 
Während der hypophysären Entwicklung wird PAX6 im oralen Ektoderm gebildet, aber 
nicht in den Regionen in denen SHH produziert wird. Die PAX6 Expression hat einen 
dorsal-ventralen Gradienten in der Hypophyse und wird herunter reguliert, wenn die 
Zellen ihre Entdifferenzierung erhalten. Somit ist PAX6 für die Ausbildung einer Grenze 
zwischen dorsalen somatotropen/laktotropen und ventralen thyreotropen/gonadotropen 
Bereichen mitverantwortlich [32]. 
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3.5 Hedgehog-Gen Familie 
Das Hedgehog-Gen wurde erstmals 1980 in Drosophila bei Untersuchungen zur 
Segmentierung identifiziert [33]. Mutationen dieses Gens führen dazu, dass die Larven 
Stacheln auf der Unterseite bekamen und somit an Igel erinnern. Hedgehog ist ein 
Segmentpolarisationsgen, welches in den posterioren Zellen jedes Segmentes gebildet wird 
und in einem konzentrationsabhängigen Gradienten für eine Aktivierung oder Repression 
der Zielgene sorgt [34]. In Drosophila ist Hh an der Kopf-, Gliedmassen- und 
Flügeldifferenzierung beteiligt [35] und ist unerlässlich für die Entwicklung des ZNS, der 
embryonalen Epidermis, der Augen-Imaginalscheibe, des viszeralen Mesoderms, der 
Genital-Imaginalscheibe, des adulten Kopfes, des adulten Abdomens, des Bolwig-Organs, 
des Herzens, des Trachealsystems und des Fettkörpers [36, 37]. Im Gegensatz zu 
Drosophila und anderen wirbellosen Tieren gibt es in Vertebraten drei Orthologe für Hh: 
Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog (IHH) und Desert Hedgehog (DHH). Bei diesen 
sogenannten Morphogenen [38] der HH-Gen-Familie ist sicherlich SHH das bedeutendste 
Ortholog in Vertebraten.  
IHH wird während der Embryonalentwicklung im extraembryonalen Entoderm [39], in 
Lunge, Darm, Milchdrüsenanlagen [40] und Knochenanlagen [41] exprimiert. IHH-
defiziente Mäuse sterben entweder intrauterin oder kurz nach der Geburt an 
respiratorischem Versagen, sie zeigen schwere Skelettfehlbildungen [42].  
DHH wird in peripheren Nerven, im Darm und geschlechtsspezifisch in den Sertoli-Zellen 
der sich entwickelnden Hoden gebildet [35, 43]. DHH-defiziente männliche Mäuse sind 
infertil, weibliche Mäuse zeigen keinerlei Auffälligkeiten [44].  
SHH wird bereits kurz nach der Gastrulation gebildet und initiiert unter anderem die 
Rechts-Links-Asymmetrie in den frühesten Stadien der Embryogenese. In den folgenden 
Stadien ist SHH beteiligt an der Entwicklung: des Notochords, der Flurplatte, des 
ventrolateralen Mittelhirns, des ventralen Prosenzephalons, des Darm-Entoderms, der 
Branchialbögen, des posterior-distalen Extremitäten-Mesenchyms und des Epithels von 
Lunge, Darm, Harnblase, Harnröhre, Vasa deferentia und von Haarwurzeln [35, 45]. SHH-
defiziente Mäuse sind nicht lebensfähig, sind zyklopisch, haben ausgeprägte Defekte des 
Neuralrohres, bilden keine Wirbelsäule und haben Fehlbildungen der distalen Extremitäten 
[46].  
Untersuchungen bei Zebrafischen, Hühnern und Nagetieren haben gezeigt, dass SHH eine 
wichtige Rolle für das Wachstum, das Verteilungsmuster und die Morphogenese 
verschiedener Gewebe hat. SHH reguliert die Proliferation, das Überleben und die 
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Spezifizierung in vielen verschiedenen Zelltypen. SHH ist auch bei den frühen Schritten 
der Hypophysen-Ontogenese wichtig. SHH ist ein Morphogen, welches im ventralen 
Dienzephalon und im oralen Ektoderm (außer im Primordium der Rathke’schen Tasche) 
gebildet wird. Ein Mangel der SHH-Expression oder -Aktivität führt unter anderem zu 
einer Hypoplasie oder Fehlfunktion der Hypophyse [47, 48]. Sowohl der SHH-Rezeptor 
Patched (PTCH1) als auch die SHH-Effektor-Transkriptionsfaktoren GLI1, GLI2 und 
GLI3 werden in der Rathke-Tasche exprimiert. Dies spricht für die Kompetenz der sich 
entwickelnden Hypophyse SHH-Signale zu empfangen und auf diese zu reagieren [7].  
3.5.1 SHH-Prozessierung und Freisetzung 
Die Signalaktivität ist abhängig von einer Reihe posttranslationaler Modifikationen, diese 
wurden vor allem in Mausmodellen für das Hh-Ortholog SHH untersucht. Man geht davon 
aus, dass diese Vorgänge stellvertretend für alle Mitglieder der Hedgehog-Familie sind. Im 
Folgenden soll daher auf die SHH-Prozessierung eingegangen werden. SHH wird in 
Vertebraten im gesamten sich entwickelnden Nervensystem und in vielen epithelialen 
Geweben exprimiert [37]. Nach der Translation wird das SHH-Vorläuferpeptid (ca. 45 
kDa) in das endoplasmatische Retikulum transloziert, hier erfolgt eine 
cholesterolabhängige autokatalytische Spaltung in ein 19 kDa cholesterolmodifiziertes N-
terminales Peptidfragment (SHH-N) und ein 25 kDa C-terminales Fragment (SHH-C). Nur 
dieser C-terminale Anteil des Vorläuferpeptides besitzt die autoproteolytische Aktivität, 
obgleich die C-terminale Domäne deutlich geringer konserviert ist als die N-terminale 
[49]. SHH-C wird nach der Spaltung des Vorläuferpeptides an Ubiqutin gebunden und 
über das Proteasom abgebaut [50], bislang ist keine weitere biologische Bedeutung 
bekannt [51]. Die eigentliche Signaltransduktion erfolgt über das N-terminale 
Peptidfragment (SHH-N), nach einer Reihe von chemischen Modifikationen. Nach der 
kovalenten Bindung eines Cholesterin-Restes an das C-terminale Ende wird an das N-
terminale Ende ein Palmitatrest gebunden, zudem wird das SHH-N-Molekül glykosyliert 
[52] und somit in seine biologisch aktive Form überführt (fortan nur SHH genannt). Diese 
Lipid-Modifikationen sind mitverantwortlich für die Bindung an die lipid rafts [53], für die 
Multimerisierung der SHH-Proteine [53], für die Entstehung des morphogenetischen 
Gradienten [54, 55] und für die Wirksamkeit an den Zielzellen [52]. Nach diesen 
Modifikationen wird SHH über das trans-Golgi-Netzwerk zur Zellmembran transportiert 
und sezerniert. SHH kann sowohl die Zellen in unmittelbarer Nähe zur sezernierenden 
Zelle (short range Wirkung) als auch Zellen die mehrere Zelldurchmesser -bis zu 300 µm 
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in den Anlagen der Vertebraten-Extremitäten- beeinflussen (long range-Wirkung). Für die 
Freisetzung, aber auch für die long range Wirkung von SHH wird die Aktivität des 12-
Transmembrandomänen-Proteins Dispatched (DISP) benötigt [56, 57]. So haben Studien 
in DISP-defizienten Mäusen und Fliegen gezeigt, dass SHH zwar korrekt produziert wird, 
aber zu einem großen Teil in der Zelle akkumuliert. Lediglich benachbarte Zellen werden 
durch SHH aktiviert, aber eine long range Wirkung ist nicht möglich [58, 59].  
3.5.2 SHH-Rezeptorbindung 
Die Wirkung von SHH an der Zielzelle wird durch den Hh-Rezeptor Patched (PTCH) 
vermittelt, dieser ist ein 12-Transmembrandomänen-Rezeptor und kommt bei Säugetieren 
in zwei homologen Formen, PTCH1und PTCH2, vor [35], welche zu 73% identisch sind. 
Hauptunterschiede liegen in den Transmembran-Domänen 6 und 7. Fast die gesamte 
Signalwirkung von SHH wird über PTCH1 durch eine Enthemmung des 7-
Transmembrandomänen-Proteins Smothend (SMO) übertragen. Wichtige Co-Faktoren für 
die Rezeption des SHH-Signals sind in Vertebraten: CAM-related 1 downregulated by 
oncogenes (CDO), Brother of Cdo (BOC) und Growth arrest-specific 1 (GAS1) [60]. Bei 
Vertebraten gibt es noch ein zusätzliches SHH-Bindungs-Protein: Hedgehog-interacting 
protein (HIP), dies hat keine downstream Signalfunktion und agiert vermutlich als Decoy-
Rezeptor, indem es mit PTCH um die SHH-Bindung kompetitiv konkurriert [61]. PTCH1 
hat eine doppelte Bedeutung, es agiert sowohl als Hauptrezeptor für SHH, als auch als 
potenter Repressor des SHH-Signalweges [62].  
3.5.3 SHH-Signaltransduktion 
Alle Schlüsselmoleküle der SHH-Signaltransduktion zeigen eine Anreicherung in den 
Zilien während der SHH-Signalaktivierung. Zilien sind schlank-röhrenförmige Fortsätze 
der Zellmembran, die fast jede eukaryonte Zelle besitzt. Sie sind wichtig für die 
Wahrnehmung chemischer und mechanischer Signale, agieren als Kommunikations-
Schnittstelle und sind notwendig für die Kontrolle der Zelldifferenzierung und -polarität 
[63]. In Abwesenheit von SHH ist das mebrangebundene PTCH1 an der Basis des 
primären Ziliums in der Nähe des Basalkörperchens lokalisiert und hemmt die Aktivierung 
und den Transport von SMO in die Zilie [64, 65]. Der genaue Mechanismus der Hemmung 
von PTCH auf SMO ist noch nicht ausreichend aufgeklärt [62]. Wenn SHH an PTCH 
bindet, dann transloziert PTCH aus dem primären Zilium und wird von den Lysosomen 
abgebaut, wodurch die inhibitorische Wirkung auf SMO entfällt. SMO kann nun den 
zytosolischen Multiprotein-Komplex (u.a. aus GLI, SUFU und KIF7) nach dessen 
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Akkumulation im primären Zilium aktivieren. Nach der Freisetzung der GLI-Proteine aus 
diesem Komplex translozieren diese in den Nukleus und agieren als Transkriptionsfaktoren 
der SHH-Zielgene [66, 67].  
3.6 GLI-Proteine 
Die Glioma-associated oncogene homologue (GLI)-Proteine sind zinkfingerhaltige 
Transkriptionsfaktoren und die Effektoren für die SHH-abhängige Aktivierung von 
bestimmten Genen in den Zielzellen. In Drosophila gibt es nur ein Mitglied der GLI-
Familie: Cubitus interruptus (Ci) [68], wohingegen in Vertebraten drei Orthologe 
nachgewiesen wurden: GLI1, GLI2 und GLI3 [69]. GLI2 und GLI3 zeigen strukturell 
große Ähnlichkeit mit Ci auf, sie besitzen eine Aktivator- und eine Repressor-Domäne, 
welche die DNA-Bindungsdomäne flankieren. Ohne eine SHH-Signalwirkung wird GLI3 
(genauso wie Ci in Drosophila) proteolytisch im Zytoplasma gespalten, dieses beschnittene 
Protein (GLI3R) dient als Repressor der Transkription der SHH-Zielgene [70]. GLI2 kann 
ebenso wie GLI3 in Abwesenheit einer SHH-Signalwirkung in eine Repressorform 
(GLI2R) gespalten werden, allerdings wird der Großteil der GLI2 Proteine in Abwesenheit 
von einer SHH-Signalwirkung komplett gespalten [71]. In Anwesenheit einer SHH-
Signalwirkung wird die Degradation der GLI2 und -3 Proteine verhindert und es kommt 
zur Translokation in den Nukleus und zur Bildung der aktiven Formen (GLIA). Die SHH-
abhängige Transkriptionsaktivität von GLI2 ist deutlich höher als die von GLI3. 
Vermutlich dient GLI3R, in Abwesenheit von SHH, als Hauptrepressor der SHH-
Signalkaskade, wohingegen GLI2A als prädominanter Transkriptionsaktivator, in 
Anwesenheit von SHH, fungiert [62, 72]. GLI1 ist im Gegensatz zu GLI2 und GLI3 nur 
ein Aktivator in der SHH-Signaltransduktion, da es keine Repressor-Domäne besitzt [73]. 
Bei Zebrafischen erfolgt die Aktivierung der SHH-abhängigen Gene vorwiegend durch 
GLI1, im Gegensatz dazu wird diese Funktion in Mäusen von anderen GLI-
Familienmitgliedern übernommen. Während der Entwicklung in Vertebraten werden GLI2 
und GLI3 in mehr lateralen Regionen exprimiert, während GLI1 fast ausschließlich entlang 
der Mittellinie exprimiert wird [74]. Mutationsanalysen bei Mäusen haben gezeigt, dass 
GLI2 und GLI3 als die primären Mediatoren des SHH-Signalweges agieren und somit 
essentiell für die Embryogenese sind. Im Gegensatz dazu ist GLI1 für die Embryogenese 
entbehrlich und scheint als Teil eines positiven Verstärkermechanismus im SHH-
Signalweg zu funktionieren [72]. GLI1 und GLI2 agieren primär als 
Transkriptionsaktivatoren, die Aktivität beider ist abhängig von der Signalaktivität von 
SHH. Bei GLI2 kann, im Gegensatz zu GLI1, diese Abhängigkeit von SHH durch eine 
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Abspaltung der N-terminalen Protein-Region durchbrochen werden (GLI2ΔN genannt). 
Denn diese Abspaltung führt dazu, dass GLI2ΔN als starker konstitutiver Aktivator dient. 
Somit kann GLI2ΔN SHH-abhängige Signalwege sogar in Abwesenheit einer SHH-
Signalaktivität induzieren [75]. 
3.6.1 GLI2 
GLI2 ist, mit seiner aktivierenden Wirkung im SHH-Signalweg ein wichtiger 
Transkriptionsfaktor. Das GLI2-Gen ist beim Menschen auf Chromosom 2 lokalisiert 
(2q14), es besteht aus 13 Exonen (ENSEMBL acc. ENSG00000074047; GenBank acc. 
NM_005270.4) und kodiert ein Protein aus der Klasse der C2H2-Zinkfinger-Proteine aus 
der Subklasse der GLI-Familie. Das GLI2-Protein besteht aus 1586 Aminosäuren 
(UniProtKB acc. P10070). Die funktionellen Domänen des humanen GLI2 sind noch nicht 
vollkommen verstanden. Bei Mäusen besteht das GLI2 Ortholog aus einer zentralen DNA-
Bindungsdomäne aus 5 Zinkfingern und wird flankiert von einer N-terminalen 
Repressordomäne und einer C-terminalen Transaktivierungs-Domäne mit fünf 
Bindungsstellen für die Phosphatkinase A (PKA) [76]. In vitro Analysen einer humanen 
GLI2-Variante, welche keine N-terminale-Repressor-Domäne besitzt, zeigten eine 30-fach 
höhere Transkriptionsaktivität im Vergleich zum unbeschnittenen Protein [75]. 
GLI2 ist während der Embryogenese unter anderem an der Entwicklung der Lunge, 
Trachea und des Ösophagus beteiligt [77]. Des Weiteren wird durch die Expression von 
GLI2 im Mesoderm entscheidend die ventro-posteriore Entwicklung beeinflusst [78]. 
Auch für das sich entwickelnde ZNS ist GLI2 von hoher Bedeutsamkeit. GLI2 wird unter 
anderem im Dienzephalon exprimiert und induziert hier die Expression von BMP4 und 
FGF8. Durch die GLI2-Expression im oralen Ektoderm ist GLI2 an der 
Proliferationssteuerung von Hypophysenvorläuferzellen beteiligt [79].  
Untersuchungen an GLI2 knock out Mäusen ergaben einen gehäuft letalen Phänotyp der 
Embryonen, besonders durch Störungen der frühen Gehirn- und Rückenmarksentwicklung. 
Mutationen im GLI2-Gen führten bei Mäusen dazu, dass keine Grundplatte gebildet wurde, 
allerdings entwickelten sich Motoneurone, welche die ventrale Mittellinie des Neuralrohrs 
einnahmen [80]. Die Embryonen mit GLI2-Mutationen zeigten kraniofaziale, skelettale 
(z.B. Polydaktylie), Lungendefekte und auch variable Defekte in der Organogenese der 
Hypophyse [81]. Weitere Untersuchungen an Mäusen zeigten, dass die Inaktivierung von 
GLI2 zu einer Verringerung der Zahl von Hypophysenvorläuferzellen, zu einer Hypoplasie 
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des HVL und zu einer Verminderung der Expression von BMP4 und FGF8 führt. Die 
Folge ist das Fehlen des HHL [79].  
3.6.2 GLI2-Mutationen bei Menschen 
Mutationen im GLI2-Gen wurden als mögliche Ursachen für Holoprosenzephalie (HPE), 
Hypophyseninsuffizienz, Polydaktylie [74], kraniofaziale und Branchialbögen-Anomalien 
[82], Spalt-Hand/Fuß-Malformationen und Störungen der langen Röhrenknochen [83] 
beschrieben. 
Des Weiteren gibt es eine zunehmende Zahl an Berichten, dass GLI2 auch in die 
Carcinogenese involviert ist, so zum Beispiel bei der Entstehung von Basalzell-, Magen-, 
Mamma-, Prostatakarzinomen, Medulloblastomen und Mantelzell-Lymphomen [84-89]. 
3.7 Rationale für die Promotionsarbeit 
Die ersten Untersuchungen über eine entscheidende Rolle von GLI2 bei der Entstehung 
von Erkrankungen des Menschen wurden 2003 von Roessler et al. veröffentlicht. Sie 
konnten zeigen, dass Mutationen im GLI2-Gen, welche einen kompletten Funktionsverlust 
des Proteins verursachen zu Holoprosenzephalie führen können. Die Autoren berichteten 
auch, dass Hypophyseninsuffizienz gehäuft in den Familien von Patienten mit GLI2-
Mutationen vorkommt, also eine mögliche Verbindung zwischen heterozygoten GLI2-
Mutationen und dem Vorkommen von Hypophyseninsuffizienz besteht [74]. In anderen 
Untersuchungen über GLI2 missense Mutationen bei Patienten mit kranialen und fazialen 
Mittelliniendefekten konnten keine hypophysäre Anomalien festgestellt werden [82, 90].  
Es wurden bereits Mutationen in verschiedenen Transkriptionsfaktoren bei Mäusen und 
auch bei Menschen mit IGHD und MPHD nachgewiesen. Dabei zeigen Mutationen in 
Transkriptionsfaktoren, welche nur in der Rathke-Tasche exprimiert werden, meist 
Auffälligkeiten des HVL, aber keine Veränderungen des HHL, hierzu zählen Mutationen 
im PROP1 und POU1F1-Gen [8, 91]. Im Gegensatz dazu zeigen die meisten Patienten mit 
Mutationen in Transkriptionsfaktoren, welche in die frühe hypophysäre Entwicklung 
involviert sind, auch einen ektopen oder nicht deszendierten HHL. Als Beispiele für solche 
mutierten Transkriptionsfaktoren seien HESX1, LHX4 und OTX2 genannt [92-94]. 
Mutationen in diesen früh-agierenden Transkriptionsfaktoren führen häufig, neben den 
hypophysären Auffälligkeiten, zu Anomalien in den Strukturen, die den gleichen 
embryonalen Ursprung haben wie die Hypophyse (z.B. Vorderhirn und Augen) [7]. Die 
bisherige Mutationsanalysen in den Transkriptionsfaktoren der Hypophysenentwicklung 
konnten die Ätiologie von MPHD und IGHD nur bei einem kleinen Teil der Patienten 
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aufklären [7, 8]. Aus diesem Grund wurden Mutationen von GLI2 als mögliches 
Kandidaten-Gen für das Auftreten von MPHD in der vorliegenden Arbeit untersucht. 
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Context: The GLI2 transcription factor is a major effector protein of the sonic hedgehog pathway
and suggested to play a key role in pituitary development. Genomic GLI2 aberrations that mainly
result in truncatedproteinshavebeenreportedtocauseholoprosencephalyorholoprosencephaly-
like features, sometimes associated with hypopituitarism.
Objective: Our objective was to determine the frequency of GLI2 mutations in patients with mul-
tiple pituitary hormone deficiency (MPHD).
Design: Patientswere selected fromparticipants in theGenetics andNeuroendocrinology of Short
Stature International Study (GeNeSIS) program. Patients with mutations within established can-
didate genes were excluded.
Patients: A total of 165 patients withMPHD defined as GH deficiency and at least 1 additional pituitary
hormone deficiencywere studied regardless of the presence of extrapituitary clinical manifestations.
Main Outcome Measures: Prevalence of GLI2 variations in MPHD patients was assessed and de-
tailed phenotypic characterization is given. Transcriptional activity of identified GLI2 variants was
evaluated by functional reporter assays.
Results: In 5 subjects, 4 heterozygousmissense variantswere identified, ofwhich2areunpublished
so far. One variant, p.R516P, results in vitro in a complete loss of protein function. In addition to
GHdeficiency, the carrierof themutationdemonstratesdeficiencyof thyrotropeandgonadotrope
function, a maldescended posterior pituitary lobe, and polydactyly, but no midline defects.
Conclusions: For the first time, we show that heterozygous amino acid substitutions within GLI2
may lead toMPHDwithmild extrapituitary findings. The phenotype of GLI2 mutations is variable,
and penetrance is incomplete. GLI2 mutations are associated with anterior pituitary hypoplasia,
and frequently, ectopy of the posterior lobe occurs. (J Clin Endocrinol Metab 98: E567–E575, 2013)
Studies in zebrafish, chicken, and rodents suggest thatsonic hedgehog (Shh), amorphogen that is expressed
in the ventral diencephalon and the oral ectoderm except
the Rathke’s pouch primordium, has a role in early steps
of pituitary ontogenesis. Deprivation of Shh expression or
action results in pituitary hypoplasia and malfunction (1,
2). The Shh receptor patched (Ptch1) as well as the Shh
effector transcription factors Gli1, Gli2, and Gli3 are ex-
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pressed in Rathke’s pouch, indicating competence of the
developing gland to receive and respond to Shh signals (3).
Gli2 knockout inmice results in severe skeletal abnormal-
ities including absence of vertebral body and interverte-
bral discs, shortened limbs and sternum, cleft palate, and
tooth defects (4). Pituitaries of Gli2 knockout mice are
absent in some but not all offspring (5). Moreover, Gli2-
mediated Shh signals have been shown to be involved in
dorsoventral andanteroposterior patterning andbrainde-
velopment (6–8).
HumanGLI2 (MIM165230) is a1586-aminoacidpro-
tein (UniProtKB accession number P10070), which is en-
coded by 13 exons (ENSEMBL accession number
ENSG00000074047; GenBank accession number NM_
005270.4) on chromosome2q14.The functional domains
of the humanGLI2 protein are not yet well understood. In
the murine Gli2 ortholog, a central DNA-binding domain
consisting of 5 zinc fingers is flanked N-terminally by a
repressor domain and C-terminally by a transactivation
domain (9). Accordingly, a human variant lacking the N-
terminal repressor domain (!N) in vitro shows a 30-fold
higher transcriptional activity compared with the full-
length protein (10).
In humans, defects of SHH secretion and signaling dur-
ing early stages of development are considered to be one of
themain causes of holoprosencephaly (HPE) (11, 12). The
clinical phenotype is characterized by a remarkable vari-
ability even among patients with identical mutations (11,
13) and may or may not comprise pituitary defects (14,
15). Similarly, several genomic GLI2 aberrations have
been reported that are phenotypically characterized by a
variable degree of pituitary and extrapituitary malforma-
tions. In addition to its involvement in carcinogenesis (16),
mutations within the GLI2 gene have been initially re-
ported to causeHPE orHPE-like features and polydactyly
(17). Since then, GLI2 sequence variants have been iden-
tified in patientswith craniofacial anomalies ranging from
severe midline defects to absence of clinical findings in
mutational carriers (18–20). In some patients, these find-
ings have been reported to occur associated with hypop-
ituitarism. Multiple pituitary hormone deficiency (MPHD)
may also represent the sole clinical manifestation, al-
though polydactyly is a frequently observed concomitant
abnormality. However, the dominant inheritance pattern
is characterized by incomplete penetrance and highly vari-
able expressivity. The lack of classical Mendelian inheri-
tance may be in part attributable to co-occurring muta-
tions in interacting genes, although final evidence is
lacking (21). Interestingly, all patients with GLI2 muta-
tions reported so far that have pituitary perturbations
carry mutations that cause introduction of a premature
termination codon and thereby have a truncated GLI2
protein (10, 17, 19, 22). Recently, GLI2 missense muta-
tions have been reported for patients with HPE and HPE-
like features as well as isolated cleft lip and palate with
polydactyly and branchial arch anomalies but without in-
volvement of the pituitary gland (18, 21). The pathogenic
impact of these missense variants awaits in vitro analyses.
So far, molecular characterization of GLI2 missense and
loss-of-function mutations by Roessler et al (10, 17) re-
vealed lack of GLI2 activity for those mutations resulting
in truncated GLI2 proteins but wild-type activity for the
missense mutations.
Here we describe a patient with MPHD and polydac-
tyly,who carries a heterozygousmissensemutationwithin
theGLI2 gene. In vitro analysis supports our assumption
of a causative relationship of the mutation with the pa-
tient’s phenotype.
Subjects and Methods
Subjects
We studied 168 patients with MPHD (165 pedigrees; mean
age 9.13 years at the time of study entry [range 0.11–28.39
years]) from 15 countries selected from the Genetics and Neu-
roendocrinology of Short Stature International Study (GeNeSIS)
program sponsored by Eli Lilly and Company (Indianapolis, In-
diana). All patients had GH and TSH deficiency. ACTH and/or
cortisol deficiency was reported in 62 and gonadotropin defi-
ciency in 38 patients; however, because 87 children (63%) were
prepubertal at evaluation (!10 years), FSH/LHdeficiencymight
evolve later on during development. Abnormal magnetic reso-
nance imaging (MRI) was documented for 96 cases (anterior
pituitary hypoplasia, 65 cases; ectopic or absent posterior pitu-
itary, 52 cases; other anomalies affecting pituitary stalk, in-
fundibulum, and sella turcica, 15 cases). In addition, DNA of 50
healthy subjects of normal height was investigated as a control.
Written informed consent was obtained from all subjects and/or
their legal guardians. The study was approved by the local in-
stitutions’ ethics review boards according to the Declaration of
Helsinki as required.
Screening for GLI2 mutations
Fragments of the GLI2 gene were PCR amplified from pe-
ripheral blood genomic DNA, prescreened by denaturing HPLC
(WAVE System; Transgenomic, Glasgow, United Kingdom),
and samples that showed an abnormal elution pattern were fur-
ther analyzed by direct sequencing (ABI PRISM 310 DNA ana-
lyzer; Applied Biosystems, Foster City, California).
Database mining
The frequency of identified variants in publicly accessible
variant databases was ascertained by performing gene- or se-
quence-centered queries at NCBI’s dbSNP, the National Heart,
Lung, and Blood Institute Exome Sequencing Project, and the
1000 Genomes Project (23). Allele frequency data of the study
cohort presented herein were compared with the corresponding
allele frequencies as stated for the published control populations
by two-sided Fisher’s exact test. Evaluation to predict the pos-
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sible impact of the amino acid substitutions was obtained using
the Polymorphism Phenotyping (PolyPhen-2) tool. URLs and
accession dates are given in the Supplemental Material (pub-
lished on The Endocrine Society’s Journals Online web site at
http://jcem.endojournals.org).
Functional analyses
Mouse embryonic fibroblast (NIH-3T3) or murine cortico-
trophinoma (AtT-20) cells, in which the Shh pathway is active
(24, 25), as well as COS7 cells were transfected with pCS2 ex-
pression vectors containing either wild-type or mutant GLI2
cDNA to provide expression of GLI2 proteins for luciferase re-
porter and EMSAs, respectively. Plasmids containing full-length
GLI2 (pCS2-GLI2fl) andGLI2missing theN-terminal repressor
domain (pCS2-GLI2!N)were kindly provided byDrE.Roessler
(National Human Genome Research Institute, National Insti-
tutes of Health, Bethesda,Maryland). Variants were introduced
into wild-type cDNA by site-directed mutagenesis alone or in
combination according to their native occurrence.
As reporter plasmid in cotransfection luciferase assays we
used a pGL4.10 vector containing an 8-fold repeat of the 3"-
Gli–binding site fromHnf3! floor plate enhancer in front of the
chicken "-crystallin minimal promoter that drives expression of
the firefly luciferase (pGL4.10-8#3"-Gli-BS).The constructwas
generated from the original 8# 3"-Gli BS–LucII plasmid kindly
provided by Dr H. Sasaki, Osaka University, Osaka, Japan (26,
27). Reporter assays were performed using the dual-luciferase
reporter assay system according to the recommendations of the
manufacturer (Promega, Madison, Wisconsin).
Nonradioactive EMSAs were basically performed according
to the LightShift chemiluminescent EMSA kit protocol (Thermo
Fisher Scientific, Bonn, Germany) with some minor modifica-
tions. A 5"-biotin–labeled oligonucleotide comprising the con-
sensusGLI-binding site and the surrounding sequence as present
in the humanPTCH1promoter (5"-GTTGCCTACCTGGGTG-
GTCTCTCTACTTT; consensus GLI-binding site highlighted)
was used as probe. An oligonucleotide with the same sequence
but without biotin label was used in competition experiments.
GLI2 protein expression was verified by Western blotting.
Detailed protocols are provided in the Supplemental Material.
Results
We identified 5 subjects in 5 families bearing nonsynony-
mous GLI2 variations in a cohort of 165 patients with
MPHD (3.0%). Before the analysis of theGLI2 gene, mu-
tations in the POU1F1, PROP1, HESX1, LHX3, and
LHX4 genes were excluded in all patients. One patient
had aGLI2 dinucleotide substitution affecting two amino
acids (patient C, p.[M1444I; L1445F]); two patients, who
were not related to each other, carried an identical com-
bination of 2 missense variations on one allele (patients A
and B, p.[M1352V; D1520N]). Two more patients (pa-
tient D, p.R516P; patient E, p.R1543H) had single amino
acid substitutions. All variations were heterozygous, and
noneof themwas found in50Germancontrol individuals.
However, all but one of the identified variations (p.R516P)
have been found in large population exome sequencing
projects (Table 1). The p.R1543H variant was identified
only in the Exome Sequencing Project (ESP) cohort. Both
the dinucleotide substitution and the monoallelic dou-
ble variation have been reported previously (Table 1).
Only variants p.R516P and p.R1543H show a high phy-
Table 1. Summary of GLI2 Variations Identified in This Study, Allele Frequency Data and Literature Review
Amino Acid
Positiona
Nucleotide
Positionb PolyPhen dbSNP ID
Allele Frequencies Other Studies
This Study
(Controls) ESPc
1000
Genomesc
Allele Frequency
(Controls) Context Ref.
R516P 1547G$C Probably
damaging
0/100
M1352V 4054A$G Benign 0/100 101/6863 11/2188 0/192 CFA 18d
P % .335 P % .684 2/162 SHFM 32
D1520N 4558G$A Probably
damaging
rs114814747 0/100 106/6914 11/2188 0/192 CFA, left anophthalmia 18d
P % .242 P % .684 2/162 SHFM 32
M1444I 4332G$A Benign 0/100 9/7011 13/2188 3/110 MPHD 19e
P % .369 P % 1.000 0/$200 CFA 20f
1/330 SHFM 32
2/348 SHFM 31
L1445F 4333C$T Probably
damaging
0/100 9/7011 13/2188 3/110 MPHD 19e
P % .369 P % 1.000 1/330 SHFM 32
2/348 SHFM 31
R1543H 4628G$A Probably
damaging
0/100 5/7015
P % .241
Abbreviations: CFA, craniofacial anomalies; SHFM, split hand/split foot malformation.
a Affected amino acid position (UniProtKB P10070); underlines indicate variants occurring in cis on the same allele.
b Position of the affected nucleotide within the GLI2 open reading frame (GenBank NM_005270).
c P values (Fisher’s exact test) are shown. Statistics as well as restrictions and possible caveats for PolyPhen, ESP, and 1000 Genomes data are
described in Subjects and Methods. For ESP, only European-American allele data are shown.
d Bertolacini et al (18) identified the p.M1352V and p.D1520N variants in distinct patients.
e Variants p.M1444I and p.L1445F described by Franca et al (19) are co-occurring with the putative pathogenic p.L788fsX794 GLI2 mutation.
f Rahimov et al (20) report the p.M1444I variant without the frequently co-occurring p.L1445F variation.
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logenic conservation, a fact that is also reflected in the
Polyphen prediction as damaging (Table 1 and Supple-
mental Figure 1).
Patients
Patients presented with MPHD affecting all pituitary
hormones with only minor differences. Postnatal growth
beforeGH replacement therapywas retarded (range!3.1
to !4.6 SD score [SDS]). Extrapituitary manifestations
were, if occurring at all, generally mild and comprised
postaxial polydactyly (patient D), crowding of midfacial
features, and an antimongoloid slant in the first years of
life aswell as severe right-sided visual impairment (patient
E). Severely afflicted vision in this patient was due to hy-
poplasia of the right optic nervewith an absent right-sided
chiasm as revealed by MRI. In addition, MRI in all pa-
tientsdisclosedahypoplastic anterior lobeof thepituitary,
and most cases showed abnormally developed or located
neurohypophysis and pituitary stalk to a variable extent.
Because patient D is carrier of the causative pathogenic
p.R516P GLI2 mutation, a detailed clinical description is
given below; case reports of all other patients bearing
GLI2 variants are provided in the SupplementalMaterial.
Patient D
Patient D carries a single point mutation (c.1547G"C)
in exon 10 that changes arginine at position 516 to proline
(p.R516P). The patient, a girl from Australia and second
of three children of a Caucasian marriage, was presented
becauseof short stature at theageof5.6yearswithaheight
of 97.2 cm (!3.13 SDS) and a weight of 13.4 kg (!3.16
SDS) (Figure 1). Bone age assessed at various occasions
was retarded by approximately 1.5 years. Pituitary testing
revealed a peak GH of 0.5 ng/ml in glucagon testing. Ac-
cordingly, IGF-I was decreased to 11.5 (normal 53–160)
ng/ml.Central hypothyroidismbecameevident at age10.9
years with TSH of 0.98 (normal 0.64–4.67) mIU/L and
freeT4of 6.9 (normal 10–23) pmol/L.T4 replacementwas
commenced. By age 13 years, she had no breast develop-
ment with prepubertal estradiol and gonadotropin mea-
surements (LH #1 U/L; FSH 4.1 U/L; estradiol 64 pmol/
L). Puberty was induced with increasing estrogen
supplements from age 14 years with cyclical hormones
introduced at age 17 years, which induced menarche and
continue to be administered. Adrenal axis function ap-
peared to be normal at several stimulation tests performed
between 7 and 18 years. Prolactin levels measured at 2
Figure 1. Patient D. A, Growth chart of the patient, showing the final height of father (filled square) and mother (filled circle). The period of GH
replacement therapy is marked at the bottom of the chart. Percentiles are shown as indicated. B, Family tree of patient D. The proband (P) is the
second of 3 children of a nonconsanguineous Caucasian marriage and as his father carrier of the p.R516P mutation (arrows). Asterisks indicate
individuals for whom molecular genetic analysis has been performed. Filled symbol, pan-hypopituitarism; hatched symbols, polydactyly. C, MRI
performed at 7 years. Sagittal scans show mild anterior pituitary hypoplasia (arrow) and a maldescended posterior lobe (arrowhead).
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occasionswere in the low-normal range (95and120mU/L
at 10.5 and 13.0 years, respectively).
Recombinant humanGH replacement therapywas ini-
tiated at the age of 7 years (0.175 mg/kg/wk). During the
first year ofGHtreatment, height velocity increased2-fold
from 5.1 to 10.4 cm/y (!height [SDS] 1.1). Continuation
ofGHreplacementovernearly9years resulted inanormal
height of 168.8 cm (0.89 SDS) at the patient’s age of 17.6
years (Figure 1). At that time, she weighed 69.9 kg (1.15
SDS; bodymass index of 24.5 [0.86 SDS]). After cessation
of GH therapy stimulated GH, IGF-I and IGF-binding
protein-3 serum concentrations returned to subnormal
values, thus confirming the GH-deficient status.
Nomidlinedefectswere reported.However, thepatient
had unilateral polydactyly (a small extra digit on 1 hand),
which was corrected by simple ligation in the first week of
life. MRI performed at 7 years showed mild anterior pi-
tuitary hypoplasia and a maldescended posterior lobe
(Figure 1). Formal IQ testing (Wechsler Intelligence Scale
for Children [WISC-R],WISC-IV) performed at the age of
10.5 years demonstrated a full-scale IQ of 84.
Genetic evaluation of theGLI2 gene in the parents re-
vealed inheritance of the c.1547G"C mutation from the
father (Figure 1). Both parents are of normal height
(mother, 169.0 cm; father, 176.5 cm) with no endocrine,
dysmorphic, or neural abnormalities. Also, the patient’s
older sister presented without any obvious findings,
whereas her younger brother had postaxial polydactyly
with 1 extra digit on each hand. However, he grew nor-
mally, suggesting an unaffected pituitary gland. Unfortu-
nately, both siblings were not available for genetic
analysis.
Functional analysis
To evaluate whether the identified variations interfere
with the basic transactivation and DNA-binding proper-
ties of the GLI2 transcription factor, we performed lu-
ciferase reporter assays. Transference of the promoter
construct from the original backbone of the p!51 LucII
plasmid into the optimized pGL4.10 reporter plasmid (see
Subjects and Methods) led to an approximately 10-fold
increase of reporter activity induced by GLI2!N com-
pared with wild-type GLI2 in NIH-3T3 cells (Supplemen-
tal Figure 2). Disruption of the GLI-binding sites com-
pletely abolished transactivation by both full-length and
suppression-domain–devoidGLI2wild-type effector con-
structs (data not shown).
Introduction of the p.[M1352V; D1520N] (patients A
andB) or p.[M1444I; L1445F] (patientC) double variants
intoGLI2!Nreduced transcriptional activity to 75.2%or
59.5%, respectively, which was significantly different
from wild-type activity (Figure 2A). The same variations
within full-length GLI2 resulted in a decrease of luciferase
activity to 64.7% (p.[M1352V; D1520N]) and 74.8%
(p.[M1444I; L1445F]). In contrast, the p.R516Pmutation
completely abolished the transcriptional activity of both
full-length and the repressor-domain–deficient GLI2 pro-
tein isoforms. Surprisingly, the p.R1543H identified in the
most severely affected patient (patient E) did not compro-
mise transcriptional activity under the conditions tested
within this study.
Similar results were obtained when cotransfection ex-
periments using the same constructswereperformed in the
murine corticotrophinoma cell line AtT-20 (data not
shown).
Figure 2. Proteins encoded by mutated GLI2 genes display distinct degrees of their transactivation properties. Expression vectors for mutant GLI2 and
wild-type (WT) proteins (full-length [fl] and N-terminally truncated [!N]) were transiently cotransfected into NIH-3T3 cells with a luciferase reporter gene
under the control of an 8-fold repeat of the Hnf3" Gli-binding site. Promoter activity was assayed by measuring luciferase activity 24 hours after
transfection. Negative controls (vector only [VO]) received equivalent amounts of empty expression vector plasmid. Activities measured as relative light
units (RLUs) are the mean of at least triplicate assays# SEM. RLUs were normalized and compared (where not otherwise indicated) with the activity of
the corresponding WT construct. Significance levels are indicated as follows: *, P# .05; **, P# .01; ***, P# .001; n.s., not significant. MD.VN refers to
p.[M1352V; D1520N]; ML.IF to p.[M1444I; L1445F]. A, Activity of the double and single variants as found in our patients. B, For the double mutants,
each variant was cloned and tested separately and compared with the corresponding double and WT construct.
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Because 3 of 5 patients in our study carried (known)
monoallelic double variants, we sought to elucidate the
impact of each individual variation. The rationale behind
this approach was to clarify whether the synergistic effect
of two variant amino acid residues might have a more
damaging consequence for the affected protein than a sin-
gle substitution alone or, alternatively, if either amino acid
alteration might relieve a more detrimental effect of the
other one. Luciferase reporter assays of p.M1352V and
p.D1520N as well as p.M1444I and the p.L1445F single
variants compared with the corresponding double varia-
tion in NIH-3T3 cells did not provide strong evidence for
either of the suggested mechanisms (Figure 2B).
SpecificGLI2mutationshavebeenpreviously shown to
exhibit dominant properties toward thewild-typeprotein.
Cotransfection of p.R516P alongwithwild-typeGLI2 did
not result in a dominant inhibitionofwild-typeGLI2 tran-
scriptional activity (Figure 3A). Because dominant-nega-
tive effects have been shown to require an intact DNA-
binding ability of GLI2, we tested the DNA-protein
interaction using EMSAs. As expected, wild-type GLI2
strongly associated with the PTCH1 promoter-derived
probe, and competitionwith the corresponding unlabeled
oligonucleotide abrogated the signal of the slowlymigrat-
ing complex (Figure 3B). In contrast, p.R516P GLI2-ex-
pressing lysates did not demonstrate an electrophoretic
shift of theDNAprobe signal above background, suggest-
ing loss of the DNA-binding capacity of the mutant
protein.
Discussion
GLI transcription factors are themajor effector proteins of
the SHH pathway. Human SHH mutations have been
shown to cause HPE, sometimes affecting the pituitary in
a dominant manner but with incomplete penetrance. Ac-
cordingly, several variations of the human GLI2 gene,
which is regarded as the major GLI family effector in hu-
mans, have been identified in the past. Carriers of these
GLI2 variations present with clinical manifestations char-
acterized by some phenotypic overlap with SHH muta-
tional carriers. In the present investigation, we screened
patients with MPHD for GLI2 variants regardless of the
presence of extrapituitary clinical manifestations.
In 5 subjects, 4 heterozygous variant alleles were iden-
tified, of which 2 represent novel, so far unpublished,mis-
sense variations (Table 1). The 4 variant carriers thatwere
available for further clinical examinations showed pan-
hypopituitarismandahypoplastic anterior pituitary.Two
of the 4 patients had an ectopic neurohypophysis, and 1
patient had no identifiable posterior pituitary tissue. Ab-
normal location of the neurohypophysis is not a common
feature of MPHD but appears to be a frequent finding in
GLI2mutational carriers. An ectopic or undescended pos-
terior pituitary lobe in the context of hypopituitarism has
otherwise been reported only for carriers of HESX1,
SOX3,OTX2, and LHX4mutations. The first GLI2 mu-
tations were identified in patients presenting with hypop-
ituitarism and variable manifestations within the HPE
spectrum, but detailed description of pituitary imaging,
Figure 3. p.R516P does not show dominant-negative properties toward GLI2 wild-type protein and fails to interact with the cognate GLI2 DNA-
binding site. A, Dual-luciferase assays were basically performed as described for Figure 2. NIH-3T3 cells were cotransfected with equal amounts of
wild-type and p.R516P expression plasmids, or the same amount of each individual plasmid supplemented by the empty vector (vector only [VO])
to avoid differences in transfection efficiency. Relative light units (RLUs) were normalized and compared with the activity of the corresponding WT
construct. Significance levels are indicated: ***, P ! .001; n.s., not significant. B, EMSAs using whole-cell lysates of COS7 cells transfected with
the indicated GLI2 cDNA plasmids or a vector control (VO). Probe was a biotin-labeled PTCH1 promoter-derived GLI-binding site oligonucleotide as
described in Subjects and Methods. Competition experiments (!) were performed using a 100-fold excess of the unlabeled PTCH1
oligonucleotide. Expression of wild-type and mutant GLI2 proteins was confirmed by Western blotting using an anti-Myc-tag antibody (WB
"-Myc).
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particularly with respect to the posterior lobe, was not
available (10, 17). In awell-investigated cohort of patients
with isolated GH deficiency or MPHD, Franca and col-
leagues (19) recently reported on 3 index probands from
Brazil without HPE or HPE-like features, who bear GLI2
loss-of-functionmutations (due to early peptide chain ter-
mination), and all demonstrated an ectopic or invisible
posterior pituitary lobe.Maldevelopment of the posterior
pituitary is in congruence with findings in mice, where in
all Gli2 mutants, the posterior lobe was absent (28).
In addition, the 2 carriers of the novel variations
p.R516P and p.R1543H presented with extrapituitary
findings, ie, polydactyly or craniofacial anomalies, re-
spectively. Polydactyly has been found with high fre-
quency in patients with pituitary anomalies and GLI2
mutations and appears to be an extrapituitary hallmark
of this condition (10, 17, 19). However, the appearance
of an extra digit in GLI2 patients is not necessarily as-
sociated with pituitary insufficiency but has also been
described in patients with midline defects without re-
ported hypopituitarism (18, 29).
So far, GLI2mutations with proven pathogenic impact
have been exclusively identified in a heterozygous state
and comprised nonsense and frameshift mutations, all
leading to truncated proteins lacking a functional C-ter-
minal transactivation domain. Loss of function has been
demonstrated for some of them by distinct in vitro ap-
proaches, but experimental reasoning is so far limited to
the mutations identified by Roessler et al. (10, 17). Eval-
uation of the influence of the GLI2 variations identified
within the present study on the transcriptional activity of
the GLI protein revealed a quantitative effect for the dou-
ble variants (25%–40% decrease) but a complete loss of
function for the p.R516P mutation. In the latter, loss of
transcriptional activity was independent from the cell sys-
tem applied and did not change with presence or absence
of the N-terminal suppressor domain. Arginine residue
516 resides within the third zinc finger of the DNA-bind-
ing domain of GLI2, which consists of 5 consecutive
Cys2His2 fingers, whose zinc finger motifs 4 and 5 make
the strongest base contacts (30). In the crystal structure of
a GLI-DNA complex, the side chain of Arg516 makes
direct contact through a hydrogen bond to a phosphodi-
ester oxygen of the DNA backbone (30). Replacement of
proline for arginine can be assumed to result in the loss of
this hydrogen bond because proline cannot act as hydro-
gen bond donor. This assumption was confirmed by
EMSAs that demonstrated that the p.R516PGLI2 protein
is not able to form complexes with a consensus GLI-bind-
ing site anymore.
Severity of the clinical manifestations in our study ap-
peared to worsen when GLI2 variants occurred within
protein domains with critical functional importance;
p.R516P is assigned to the DNA-binding zinc finger do-
main, whereas p.R1543H resides within the essential
transactivation domain. Failure to detect any loss of tran-
scriptional activity as observed for the p.R1543H variant
might be due to the fact that our test system relies on an
artificial minimal promoter construct. The action of ad-
ditional factors (such as coactivators), operating in the
physical context of native GLI2 target genes, might be
affected by the conservative histidine for arginine substi-
tution in the native environment but not in our system.
Alternatively, indispensability of the C-terminal peptide
has been demonstrated for the mouse ortholog (9), but
functional importance might differ in the human GLI2
protein. Additional studies employing more specific ex-
perimental models are necessary.
Although the phenotype of the p.R516P carrier was
modestly affected compared with GLI2 patients at the se-
vere endof theHPE spectrum,we investigatedwhether the
proline for arginine substitution demonstrates a domi-
nant-negative effect on the wild-type GLI2 protein. Cells
cotransfected with wild-type andmutant GLI2 constructs
revealed an induction of the reporter gene comparable to
cells expressingwild-typeGLI2 alone. Such a lack of func-
tional dominance was also reported for a zinc-finger-3/
4–lacking protein independent from the presence or ab-
sence of the N-terminal suppressor domain, and thus our
results support the observation by Roessler et al (10) that
dominant-negative action requires intact zinc finger do-
mains and DNA-binding activity. The pathogenic impact
of the p.R516P mutation, therefore, is probably the con-
sequence of a dose effect.
In summary, evidence for a causative pathogenic effect,
inferred from variant distribution within control cohorts
and functional evaluation, can be provided for the
p.R516P GLI2 mutation. Clinical manifestations of GLI2
mutational carriers are highly variable and may include
HPE andHPE-like findings, midline facial anomalies, and
maldevelopment of the anterior and posterior pituitary
lobes leading to variable hormone deficiencies of the ad-
enohypophysis and neurohypophysis, and may also com-
prise defects in the morphogenesis of the extremities re-
sulting in preaxial or postaxial polydactyly and possibly
being associated with the split hand/split foot malforma-
tion (31, 32). However, in conditions of pan-hypopitu-
itarism, GLI2 mutations appear to be frequently accom-
panied by an ectopic neurohypophysis and polydactyly.
Striking clinical heterogeneity hallmarked by a lack of
consistently occurring clinical findings as well as incom-
plete penetrance of specific GLI2 mutations point to a
modifying impact exerted by interacting genes (where
common GLI2 variants with modest functional impact
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might act themselves as modifiers) and pathways within
an individual genetic background (33, 34). Currently, the
concept of autosomal random monoallelic expression
is emerging, which indicates that a fraction of genes
throughout the genome are expressed from only one ran-
domly selected allele. Although the alleles that become
transcribed differ within a single organism, there is a re-
markable clonal stability (eg, within a given tissue), which
might result in the preferential expression of a heterozy-
gous disease-causing protein variant (35).
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Supplemental material 
Materials and Methods 
Screening for GLI2 mutations. Primer sequences for the 19 PCR fragments covering all coding 
exons and flanking intronic sequences can be provided upon request.  
The monoallelic location of combined variants were confirmed either by direct sequencing of the 
GLI2 gene fragment in parents and siblings or alternatively by restriction endonuclease digestion of 
PCR products. 
Database mining. Gene or sequence centered queries were performed at  
x NCBI’s dbSNP [build 136; URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/; accessed November 
2011] 
x the NHLBI Exome Sequencing Project [Exome Variant Server, NHLBI Exome Sequencing 
Project (ESP), Seattle, WA (URL: http://evs.gs.washington.edu/EVS/); accessed January 
2012] 
x the 1000 genomes project [URL: http://www.1000genomes.org/; accessed January 2012 
(23)]. 
In the case of the NHLBI Exome Sequencing Project genotyping data are collected from the 
extremes of specific traits that tend to be related to heart, lung, and blood disorders. Since GLI2 
variants have not been described as associated with such traits, frequency data for the GLI2 gene 
are assumed to represent the general population.  
Evaluation to predict the possible impact of the amino acid substitutions were obtained using  
x the Polymorphism Phenotyping (PolyPhen-2) tool (URL: 
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; accessed November 2011). 
Site directed mutagenesis. Variants were introduced into the cloning plasmid pBSK+GLI2 alone or 
in combination according to their native occurrence using the QuickChange XL Site directed 
mutagenesis kit (Stratagene, La Jolla, CA). Subsequently, sequence cassettes bearing the variant were 
inserted into pCS2-GLI2fl and pCS2-GLI2ǻN by restriction endonuclease digestion and ligation. 
Detailed cloning protocols and sequences of the mutagenesis primers can be provided upon request. 
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Cell culture and luciferase reporter assays. AtT-20 and NIH-3T3 cells were cultured under 
standard conditions: AtT-20 in DMEM/F12 medium, NIH-3T3 in DMEM High Glucose, each 
supplemented with 10% fetal calf serum and 1% Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories). 
Transfections were carried out using Lipofectamin 2000 (Life Technologies, Darmstadt, Germany). 
COS7 cells cultured in DMEM High Glucose, supplemented with 10% fetal calf serum and 1% 
Penicillin/Streptomycin, were used for transfections and subsequent electromobility shift assays. 
To normalize for transfection efficiency and cell number in luciferase reporter assays, the 
pGL4.7 vector expressing the renilla luciferase under control of a CMV promoter was co-transfected. 
GLI2 effector plasmid constructs are described above. Luciferase activity was measured 24 h after 
transfection and all assays were performed at least in triplicate.  
Electromobility shift assays. After transfection cells were grown for 2 days, washed in PBS and 
lysed in EMSA lysis buffer [HEPES, pH7.9, 20 mM; NaCl, 0.42 M; NP40, 0.5 %; Glycerol 25 %; 
EDTA, 0.2 mM; MgCl2, 1,5 mM; PMSF, 1 mM; DTT, 1 mM; Halt Protease Inhibitor Cocktail 
(Thermo Fisher Scientific)]. 5’-Biotin-labeled oligonucleotides comprising the consensus GLI 
binding site and the surrounding sequence as present in the human PTCH1 promoter (5’-
GTTGCCTACCTGGGTGGTCTCTCTACTTT) were annealed with the complementary strand and 
used as probes. Binding reactions using 40 µg cell lysate and 0.1 pmol probe were performed in the 
presence of 1 mM DTT, 1 µg poly(dI.dC), 2.5 % glycerol, 0.05 % Igepal, and competitor 
oligonucleotides where indicated. Protein/DNA complexes were separated in a 5 % polyacrylamide 
gel in 0.5× TBE buffer, transferred onto a nylon membrane and detected using horseradish 
peroxidase-conjugated avidin. To verify GLI2 protein expression portions of the same lysates used in 
the EMS assays were separated by SDS-PAGE and detected by western blotting using a primary 
antibody directed against the N-terminal Myc-tag that is encoded in-frame at the 5’-terminus of each 
GLI2 cDNA construct. 
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Supplemental Figures 
Fig. 1. Phylogenic conservation of affected amino acids among GLI2 orthologues of the indicated 
species. UniProtKB accession numbers are given in parentheses. Full length proteins were aligned 
using the ClustalW2 algorithm at http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html; symbols below the 
alignment indicate “*”, identical residue, “:”, conserved substitutions, “.” semi-conserved 
substitutions. 
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Fig. 2. Induction of luciferase activity using the optimized pGL4.10-8x3’Gli-BS reporter plasmid in 
NIH-3T3 cells. Activation of reporter expression by the full length human GLI2 construct [WT(fl)], 
containing the inhibitory domain at the N-terminal region, was compared to the protein without the N-
terminal suppressor sequence [WT(ǻN)]. As control the empty pCS2MT vector backbone without the 
GLI2 sequence was used (V0). The increase in transcriptional activity caused by N-terminal truncation 
is in line with data reported previously by Roessler E et al. [Hum Mol Genet 2005; 14(15):2181-2188]. 

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Patient reports 
Patient A 
Patient A carries two point variations on the same allele (c.[4054A>G; 4558G>A]) which results in 
amino acid exchanges in position 1352 from methionine to valine and in position 1520 from aspartic 
acid to asparagine (p.[M1352V; D1520N]). The same monoallelic combination of these sequence 
variations was found in patient B for whom no further information beyond the diagnosis of MPHD 
was available. Location of both variations on the same allele of patient A was confirmed by analysis of 
parental DNA. 
Patient A, a Caucasian boy from U.S.A., inherited the variations from his normal mother. He 
was presented because of low fT4 but normal TSH in the newborn screen. He had 3 seizures in the 
neonatal period of which one was a documented hypoglycemic seizure at 10 days of life. Delivery was 
uneventful at 38 weeks of gestational age with a birth weight of 3912 g (0.90 SDS) and a birth length 
of 52.5 cm (0.73 SDS). At referral clinical examination revealed hemangioma on the left ear, no 
visible midline defects, a stretched penile length of 2 cm, and undescended testicles. Laboratory 
evaluation showed free T4 6.43 pmol/l (normal 11.58-28.31), TSH 5.3 mIU/l (normal 0.35-5.5), 
random cortisol 46.9 nmol/l (normal 193-690), and GH 2.2 ng/ml. He was started on hydrocortisone 
and levothyroxine replacement and, in addition, he received 3 doses of testosterone (25 mg IM) every 
month to enhance penile length. His growth slowed down and went from 50th-75th percentile to below 
the 3rd percentile at 11 months of age with a height of 70.3 cm (-1.63 SDS) and weight of 8.34 kg (-
1.56 SDS). A clonidine stimulation test showed a peak growth hormone of 1 ng/ml (>10 ng/ml). MR 
imaging revealed an ectopic posterior pituitary, small anterior lobe and an absent pituitary stalk. He 
was started on growth hormone therapy at 15 months of age and he responded very well reaching a 
normal height for age. 
Patient C harbors a tandem point variation (c.4332_4333delinsAT) resulting in an amino acid 
exchange in position 1444 from methionine to isoleucine and the juxtaposed leucine to phenylalanine 
(p.[M1444I; L1445F]). A recognition site for the restriction enzyme SphI is obstructed by the presence 
of either variant. Thus, by restriction digestion of the PCR fragment, we could confirm that this double 
mutation is also monoallelic (data not shown).  
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The patient, a girl from Peru, was first presented to a pediatric endocrinologist in Peru at about 
8 years of age. Reportedly, she had not been growing well after 6 years of age, before that she was a 
healthy normal child (birth weight 3800 g). During the evaluation in Peru when she was about 8 years 
and 4 months old, she was found to have low free T4 (0.74 ng/dl, normal range is 0.8 – 2.0 ng/dl) and 
normal TSH (2.2 mIU/ml). Levothyroxine treatment was started at that time. After the thyroid 
hormone was normalized, she had growth hormone testing using clonidine in two occasions. The peak 
GH levels were 1.9 ng/ml and 1.4 ng/ml respectively. Her karyotype study showed 46,XX. Her first 
evaluation in the U.S.A. was when she was about 10 years and 6 months old. Her height was 111.3 cm 
(below -4 SDS) and her weight was 19.77 kg (below the -3 SDS). Clinical examination showed no 
further syndromic features including no evidence of midline defects. Investigation for ACTH, 
prolactin and ADH showed normal results at that time. Her bone age had always been more than 3 
years delayed from her chronological age.  
MRI indicated a hypoplastic adenohypophysis with neurohypohysis identified in the posterior 
portion of the sella. The pituitary stalk was normal in size and the infundibulum appeared normal. 
Growth hormone replacement was started when she was approximately 12 years old [height 117 cm (-
4.60 SDS), weight 22.5 kg (-3.15 SDS)]. She had substantial response to the treatment. At age 14 
years she exhibited no signs of thelarche and adrenarche. Her baseline gonadotropin levels were 
undetectable. Thus, pituitary hormone deficiencies definitely involved TSH, GH, and gonadotropins 
but no evidence of adrenal insufficiency. Sex steroid replacement therapy was initiated at age of 17 
years and 7 months with conjugated estrogens. At the age of 18 years and 6 months, her AM serum 
cortisol was 12.32 µg/dl. There have been no signs of ACTH deficiency or ADH deficiency. She 
reached her adult height of 161.7 cm at about 19 years of age (genetic target height, 143 cm). The 
menstrual cycles were established after addition of medroxyprogesterone at the age of 19 years. 
The older sister of patient C, who carries the same combination of GLI2 variants, displays a 
similar spectrum of pituitary hormone deficiencies requiring GH, thyroid hormone and sex steroid 
replacement therapies. MR imaging disclosed the same appearance of the pituitary and stalk including 
a hypoplastic anterior lobe and a neurohypophysis in its normal location. Currently patient C and her 
sister live in Peru on thyroid hormone and sex steroid replacement therapies. 
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Patient E has a single point mutation (c.4628G>A) resulting in an exchange from arginine in position 
1543 to histidine (p.R1543H). 
The patient, a Caucasian girl from Australia, presented with early neonatal hypoglycemia and 
collapse. Length recorded one month after birth was 48.3 cm (-2.02 SDS) and weight 3200 g (-1.48 
SDS). Pituitary testing at two weeks of age revealed ACTH (maximal cortisol after short synacthen 
test, 182 nmol/l) and TSH deficiency [fT4, 10.9 pmol/l (normal range, 13 – 35 pmol/l); TSH, 2.55 
mU/l (normal range, 0 -10 mU/l)] and indicated gonadotropin deficiency with undetectable LH and 
FSH serum concentrations. At the age of seven months GH concentration was 2.8 ng/ml during fasting 
(BGL 2.4 mmol/l). IGF-1 was undetectable. Glucagon test showed a peak GH of 3.7 ng/ml, IGF1 
serum concentration at that time was below the detection limit of the assay. GH therapy was initiated 
at the age of nine months due to decelerating length gain [58.2 cm (-3.84 SDS)] and the insufficient 
GH response to the glucagon stimulus. Adrenal hormone replacement was commenced with 
hydrocortisone and thyroid replacement with levothyroxine from 2 weeks of age. Under the 
consequent GH therapy the patient reached a normal height of 142.4 cm (0.72 SDS) at the age of 9.9 
years [weight 34.2 kg (0.25 SDS); BMI 16.87 (0.03 SDS)]. Bone age was appropriate for 
chronological age over the entire period of supervision. She has mild learning difficulties. 
Clinical examination showed a crowding of midfacial features and an antimongoloid slant, 
which later on resolved resulting in a reportedly non-dysmorphic appearance. MRI showed severe 
anterior pituitary hypoplasia and absent posterior pituitary and pituitary stalk. The right optic nerve 
was hypoplastic with an absent right-sided chiasm, whereas left optic nerve and left-sided chiasm 
appeared normal. Vision was very poor on the right (0.2/30) and normal on the left. 
The heterozygous c.4628G>A mutation was inherited from the father, who is 182.9 cm tall 
with no apparent disease reported. 
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Bislang konnte nur in einem Teil der Patienten mit MPHD eine genetische Ursache für den 
Hormonausfall, mit oder ohne morphologische Ausfälle der Hypophyse, gefunden werden. 
Im Rahmen des GeNeSIS-Programms wurden bislang mehrere tausend Teilnehmer auf 
bekannte IGHD/MPHD-assoziierte Genmutationen untersucht, zu diesen etablierten Genen 
gehören: GH, GHRHR, PROP1, POU1F1, HESX1, LHX3, LHX4, aber GLI2 bislang 
nicht. GLI2-Mutationsanalysen an Mäusen ergaben, dass diese Mäuse, neben anderen 
Auffälligkeiten (z.B. kraniofaziale Defekte, Lungenentwicklungsstörung und skelettalen 
Fehlbildungen wie Polydaktylie), auch Störungen der Organogenese der Hypophyse 
aufwiesen [81]. Der erste Bericht über GLI2-Mutationen im Menschen wurde 2003 von 
Roessler et al. publiziert. Dieser ergab, dass GLI2 loss of function Mutationen für das 
Auftreten von Holoprosenzephalie verantwortlich sein können. Interessanterweise zeigte 
sich in den Stammbaumanalysen betroffener Familien ein Zusammenhang zwischen 
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heterozygoten GLI2-Mutationen und dem Auftreten einer Hypophyseninsuffizienz [74]. 
Ziel dieser Arbeit war es eine Gruppe der Teilnehmer des GeNeSIS-Programms, welche in 
den o.g. etablierten Genen keine Veränderungen aufwiesen, auf Mutationen im GLI2-Gen 
zu untersuchen. Bislang konnte experimentell ein pathogener Effekt von GLI2-Varianten 
nur für nonsense und frame shift Mutationen, welche zu einem beschnittenen Protein dem 
die C-terminale Transaktivierungsdomäne fehlt, nachgewiesen werden [74, 75]. Daher 
führten wir für die von uns gefundenen GLI2-Varianten funktionelle Untersuchungen 
durch, um eine mögliche Funktionsbeeinträchtigung des veränderten GLI2-Proteins 
nachzuweisen.  
5.1 Screening 
Wir haben 168 Patienten mit MPHD aus 165 Familien in 15 Ländern untersucht:. Das 
Durchschnittsalter bei Studieneinschluss lag bei 9.13 Jahren (Spannweite: 0.11-28.39 
Jahre). Bei allen Patienten waren mindestens ein GH- und ein TSH-Mangel dokumentiert. 
Ein ACTH- und/oder Cortisol-Mangel wurde bei 62 Patienten, ein Gonadotropin-Mangel 
bei 38 Patienten angegeben. Allerdings waren 87 Kinder (63%) bei Studieneinschluss 
präpubertär (≤10 Jahre), somit könnte sich ein FSH/LH-Mangel im Zuge der Pubertät noch 
ergeben. Auffälligkeiten in der zentralen Bildgebung mittels cMRT wurden bei 96 
Patienten angegeben: 65 mit Hypoplasie des HVL, 52 mit ektopem oder fehlendem HHL, 
sowie 15 mit Auffälligkeiten des Hypophysenstiels des Infundibulums oder der Sella 
turcica. Zusätzlich untersuchten wir 50 gesunde deutsche Schulkinder als Kontroll-
Population.  
Nach der DNA-Isolation aus EDTA-Blut wurde die PCR-Amplifizierung der GLI2-Gen-
Fragmente durchgeführt. Das humane GLI2-Gen besteht aus 13 Exonen. Aufgrund der 
Länge einzelner Exone erfolgte eine Aufteilung in 19 PCR-Fragmente und anschließend 
das Prä-Screening mittels dHPLC. Proben die ein auffälliges Elutionsmuster von der 
dHPLC-Säule zeigten wurden weiter durch direct sequencing untersucht.  
5.2 GLI2-Varianten 
In der Kohorte von 168 Patienten mit MPHD konnten wir 5 Kinder aus 5 verschiedenen 
Familien identifizieren, bei denen das GLI2-Gen vier verschiedene nichtsynonyme 
missense Varianten zeigte. In vorangegangenen Untersuchungen wurden für alle 
untersuchten Patienten Mutationen in folgenden Genen ausgeschlossen: POU1F1, PROP1, 
HESX1, LHX3 und LHX4. Patient A und B: identische Kombination von 2 missense 
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Varianten p.(M1352V;D1520N), obwohl sie nicht verwandt waren. Patient C: Dinukleotid-
Substitution mit konsekutivem Austausch von zwei Aminosäuren p.(M1444I, L1445F). 
Patient D: einzelner Aminosäureaustausch (p.R516P). Patient E: einzelner 
Aminosäureaustausch (p.R1543H). Alle Varianten waren heterozygot und konnten nicht in 
der Kontrollgruppe aus 50 gesunden Kindern nachgewiesen werden. Vier der fünf von uns 
gefundenen Varianten wurden in mindestens einem großen populationsbasiertem Exom-
Sequenzierungs-Projekt beschrieben (dbSNP, ESP und/oder 1000 genomes [10]). Die 
Variante p.R516P (Patient D) wurde bislang noch nie beschrieben. Und auch die Variante 
p.R1543H (Patient E) wurde noch niemals krankheitsbezogen publiziert. Nur die Varianten 
p.R516P (Patient D) und p.R1543H (Patient E) weisen eine hohe phylogenetische 
Konservierung auf und werden durch PolyPhen als schädigend eingeschätzt. Für vier der 
fünf Patienten waren weitere Untersuchungsergebnisse verfügbar (alle bis auf Patient B):  
Die Patienten hatten ein retardiertes postnatales Wachstum (Spannweite -3.1 bis -4.6 SDS) 
bis zum Start einer Wachstumshormon-Ersatztherapie. Extrahypophysäre Auffälligkeiten 
wurden nicht bei allen Patienten berichtet und waren, falls vorhanden, eher mild 
ausgeprägt: postaxiale Polydactylie (Patient D), Mittelgesichtshypoplasie mit anti-
mongoloider Lidachse und Hypoplasie des rechten Nervus opticus (Patient E). Im cMRT 
war bei allen Patienten eine Hypoplasie des HVL auffällig, zudem wiesen die meisten eine 
Anlagestörung oder Fehllage des HHL bzw. des Hypophysenstiels auf.  
5.3 Experimentelle Untersuchungen 
Die GLI2-Varianten wurden in pCS2-Expressions-Vektoren eingebracht, dabei 
untersuchten wir sowohl das full length GLI2 (fl), als auch das N-terminal beschnittene 
GLI2 (ΔN). Um einen möglichen Effekt der von uns gefundenen GLI2-Varianten auf 
DNA-Bindungsmöglichkeit und die Transaktivierungs-Eigenschaften nachzuweisen, 
führten wir Co-Transfektions Luciferase-Assays durch. Als Zell-Linien nutzten wir NIH-
3T3 und AtT-20 Zellen, da bekannt ist, dass der SHH-Signalweg in diesen Zellreihen aktiv 
ist [95, 96]. Wie zu vermuten war, zeigte das GLI2ΔN eine deutlich höhere Aktivität im 
Vergleich zu GLI2fl (ca. 10fach höher). Die Einführung der Varianten der Patient A und B 
(p.[M1352V; D1192N]) und Patient C (p.[M1444I; L1445F]) in GLI2ΔN verursachte eine 
Reduktion der Transkriptionsaktivität auf 75.2% bzw. 59.5%, und in GLI2fl auf 64.7% 
bzw. 74.8% im Vergleich zum Wildtyp.  
Da bei den Patienten die Doppel-Varianten monoallelisch vorlagen, erfolgten zusätzlich 
Luciferase-Assays mit den jeweiligen Einzel-Varianten. Es ergab sich in unserem 
Reporter-System kein Hinweis, dass es zu einem synergistischen oder einem 
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antagonistischen Effekt der Einzelvarianten im Vergleich zur Aktivität der 
Doppelvarianten kommt.  
Eine fast vollständige Reduktion der Transkriptionsaktivität ergab sich für die Variante 
von Patient D (p.R516P), sowohl für GLI2ΔN als auch für GLI2fl.  
Erstaunlich ist, dass die Variante p.R1543H, welche in dem Patienten mit den 
schwerwiegendsten phänotypischen Veränderungen gefunden wurde, in unseren Studien 
keine signifikante Reduktion der Transkriptionsaktivität im Vergleich zum Wildtyp zeigte.  
Da bereits GLI2-Mutationen mit einem dominant negativen Effekt beschrieben wurden 
und auch unsere Varianten alle monoallelisch vorkamen, führten wir 
Cotransfektionsstudien mit äquimolaren Mengen sowohl des GLI2-WT- als auch der 
Varianten-Plasmide durch. Hierbei konnte kein dominant negativer Effekt der Varianten 
auf die Transkriptionsaktivität des WT-GLI2 nachgewiesen werden.  
Da die Variante p.R516P (Patient D) in der DNA-Bindungsdomäne liegt, führten wir ein 
electromobility shift assay durch. Wir konnten zeigen, dass diese Variante dazu führt, dass 
das veränderte GLI2-Protein nicht die Konsensus GLI-Bindungsstelle bindet. Dies wäre 
eine mögliche Erklärung für die niedrige Transkriptionsaktivität in den Luciferase-Assays.  
5.4 Interpretation und Diskussion 
Träger von GLI2-Mutationen zeigen ein breites Spektrum an klinischen Manifestationen, 
wie HPE, HPE-ähnliche Auffälligkeiten, Mittelgesichtsfehlbildungen, Fehlentwicklung des 
HVL und HHL (mit daraus resultierendem Hormonmangel), aber auch Defekte in der 
Morphogenese der Extremitäten (z.B. prä- und postaxiale Polydaktylie und 
möglicherweise Spalthand/Spaltfuß-Malformationen) [83, 97]. Bei Patienten mit 
Panhypopituitarismus und nachgewiesenen GLI2-Varianten scheint es eine Assoziation zu 
dem Auftreten einer ektopen Lage der Neurohypophyse und Polydaktylie zu geben. Es 
zeigt sich jedoch eine starke Heterogenität mit variabler Ausprägung der klinischen 
Symptome und eine inkomplette Penetranz bei Patienten mit GLI2-Varianten. Dies wurde 
auch für Varianten anderer Gene beschrieben, die in die Entwicklung der Hypophyse 
involviert sind (LHX4, HESX1 oder OTX2) [94, 98, 99]. Diese Abweichungen und 
Veränderungen könnten auch durch einen modifizierenden Einfluss interagierender Gene 
und Signalwege begründet sein, welche durch einen individuellen genetischen Hintergrund 
bedingt sind [100, 101]. Auch GLI2 könnte solch ein modifizierender Faktor für andere 
Signalwege sein. Dies wäre eine Erklärung dafür, dass relativ milde GLI2-Varianten 
ausgeprägte klinische Auffälligkeiten zeigen können.  
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Ein aktuelles Konzept der autosomalen zufälligen monoallelischen Expression findet 
zunehmende Verbreitung und Akzeptanz. So wird ein Teil der Gene des gesamten Genoms 
nur von einem zufällig ausgewählten Allel exprimiert. Obwohl sich das Allel, welches 
transkribiert wird in einem Individuum unterscheiden kann, erweist sich doch eine gewisse 
klonale Stabilität in Abhängigkeit der Lokalisation. Dies könnte auch zu einer bevorzugten 
Expression eines heterozygoten, krankheitsverursachenden Protein-Variante in bestimmten 
Geweben führen [102].  
Sowohl unsere Studie als auch die Arbeit von Franca et al. bestätigt eine erhöhte Anzahl 
von GLI2-Varianten bei Patienten mit MPHD auch ohne Zeichen einer 
Holoprosenzephalie. In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen zeigt die Studie von 
Franca et al., dass die meisten Patienten mit GLI2-Varianten MR-morphologische 
Auffälligkeiten der Hypophyse aufweisen (Hypoplasie des HVL in 21/22 Fällen; ektoper 
HHL in 16/22, kein HHL sichtbar bei 4/22 Fällen) [103].  
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass GLI2 ein neues Kandidaten-Gen für das 
Auftreten von MPHD ist. Insbesondere bei Patienten mit MPHD und einem ektopen oder 
nicht nachweisbaren HHL sollte auch auf das Vorliegen von GLI2-Varianten untersucht 
werden. Die Wachstumsbeeinträchtigung bei Patienten mit GLI2-Varianten zeigt ein 
exzellentes Ansprechen auf eine hGH-Substitutionstherapie, so kann bei einem 
frühzeitigen Beginn der Therapie eine unbeeinträchtigte Endgröße erreicht werden.
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